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(g) Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren 

(57) Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer 
flussigen Probe durch Einbringung der Fluss.gkeit in die 
Vorrichtung durch eine Eintrittsoffnung und Durcntntt der 
Probe durch etn nukleinsaurebindendes Material und Austntt 
der resultierenden Flussigkeit durch eine Austrittsoffnung. 
wobei das nukleinsaurebindende Material bei der Herstei- 
lung der Vorrichtung durch die Austrittsoffnung eingebracnt 
wurde und die Austrittsoffnung zum Festhalten des Materi- 
als verengt wurde. Die Vorrichtung ist besonders einfacn 
und sicher herstellbar und gewahrleistet dennoch eine 
kontaminationsfreiere Isolierung von Nukleinsauren. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist erne Vorrichtung zur Isolierung von ^Nukleinsjuren. ein Verfahren zur Herstel- 
1iin*riieserVomchtune und zur Isolierung von Nukleinsauren rait Hilfe dieser Vornchtung. 

™n llingerer^eit haben sich Nukleinsauren als Analyten in chemischen Nachweisverfahren .miner wetter 
durchStzt da sie etnTsehr spezifische Diagnose von Krankheiten erlauben. So ist be.spiebwe.se der ■ Nach- 
^T^^l^fiS^ Infekdonfn oder die Bestiraraung einer *S«^°£^££Z 
Krankheit durch die Analyse von Nukleinsauresequenzen sehr ^^^^^^^^^l^^ 
durch die Einfuhrune der Amplifikationsverfahren von Nukleinsauren ermoglicht Dennoch s.nd die zur Vertu 
„SS£SSS^£mMo^ in einer Probe recht gering ira Vergleich zu venerea Koraponenten 
dwKbeSiXiSu Viele dieser Komponenten konnen auch die Bestiraraung von Nuklemsauren storen. 
£, d^n&StaS. £i als zweckmaSig erwiesen die ^Nukleinsauren ^^Z^^^ ' 
chen Nachweisverfahrens von dem GroBteil der in einer -Probe ^ Mts ^^^^SZS!% wurde 

c rhnn friih wurde hierfur die Adsorption von Nukleinsauren an feste Phasen vorgescntagen. ao wurae 
befspieTsw't ™?Jn*1£?V.SJ. k 615-619 (1979) die Eigenschaft ™™*™^£S££l 
chaotroper Salze an Glasoberflachen zu binden, beschneben. Hier wurde 8«niaUen«^tglas tod«^«r«jg 
von Nukleinsaurefragmenten aus Agarose Gelen in Kombination mit einer gesattigten Losung von Nal zur 
Auflosuns ?de ^ASos^Matrk verwfndet Hierbei wurden raehr als 95% der Nukleinsauren nach 2 Stunden be. 
25 ' C SundenTwdSe i caL I S DN A/rag Glaspartikel gebunden wurden. AnschlieBend wurden die Glaspart.kel 
ralhrTaSe^cheVuS iSSSSLd die Nukleinsauren e.uiert Es ergab sich fur diese Schntte em Ze.tbedarf 

VO ZnV?*^TteTHzndh*buns und Verkiirzung des Zeitbedarfs wurden alternative Methoden zur 
ReinTgung von ^SleinsIuTen m Glasoberflachen entwickelt WO 91/07648 beschreibt e.n zyhndnsches Kunst- 
SSSaS aral Kn dne Kunststoffmembran enthalt die auch G.asfasern '^££™%%*£ c ^ 
roehrere Wasch- und Elutionsschritte erforderlich. Ein ahnhches Verfahren Kt auch mi DE-A-41 27 276^ beschne 
ben. wobei die nukleinsaurehaltigen Ldsungen nur kurze Zeit mit der Glasoberflache in Kontakt stehen. 
ErasoTechende P^XkTe sind uber die genannten Patentanmelder erhaltlich. Ira ersten Fall wird als Bmdungska- 
pa^hat ISZtenVzSZmer GroBenveneilung von 100 bis 23 000 bpangegeben ^Die Ausbeute wird nnt 60 bis 
85o/o beziffert Urn die raaximale Eff.zienz zu erre.cheit wird vora HersteUer SSrtiJt FQr 
Probe mindestens auf zweimal aufzutragen, da sonst die Ausbeute urn mmdestens 25% reduziert .st. Fur 
Fra^mente mit einer GroBe von mehr als 23 000 bp betragt die Ausbeute hochstens 40%. 

F D g i? a'nteb^nenzenu-^ enthS.ten je nach erforderliche, ^^£^21!^^. 

Glasfaservlies in einem GefaB rait stark konischem Boden. Mittig ira Boden befmdet sich e.ne kieine Auslaufoff 
Sng Die^Herstellung der Zentrifugationsrohrchen geschieht so daB -n^chst das G 

das GefaB eingefuhrt und auf den Boden gedriickt wird. AnschlieBend wird ^^J^^S^SSi 
spater die Nukleinsaurelosung aufgegeben wird, e.n Ring -n das GefaB ein S e /^^i U ^ m „en des VI eses 
Innenwand des GefaBes das Glasfaservlies am Boden festdruckt und somit ein Aufechwimmen des • VUeses 
SI Inkubation mit der nukleinsaurehaltigen Probe verhindert. Diese ^^SS^SSSSr 
fugationsrohrchens hat. wie nun festgestellt wurde, den Nachte.1. daBv.ele storende p ~ be ^.™^S£" ™ £J 
zunickgehalten werden, so daB mehrere Waschschritte zur vollstand.gen Entfernung erforderhc h 
Sederunt fuhrt zu einer verringerten Ausbeute an Nukleinsauren oder zur Stoning 

scher Reakuonen. Fur ein auf dem Markt erhaltliches Produkt wtrd ein % B, " dek fP?f' t ^ 0 " u Xte vonTS 
Ausbeute mit einem 100 bp langen Fragment angegeben. In einem weiteren Produkt wird eine Ausbeute von 75 
bis 90% bei einer Bindekapazitat von 20 ngerreicht werden. . r«„i!-rnn«r vnn 

In dem bisher genannten Stand der Technik wird nur die Isolierung von DNA, nicht jedoch die Isolierung von 
Gesamt-Nukleinsauren oder RNA beschrieben. • i-in«aur«sn sowie 

Gegenstand der Erfindung war daher die Verbesserung der Produkte zur Isolierung von Nuklemsauren sowie 

^Tes^ga'Sewird gelost durch eine Vorrichtung zur Isolierung von """g^ 

mit einer Eintritts- und einer Austrittsoffnung und einem zwischen diesen Jffnungen f^"S^S3TSS 
Bindung der Nukleinsauren, wobei die Austrituoffnung nach E.nbnngen des Matenab ^^JfSJ Tim 
erfindungsgeraaBe GefaB kann fast jede beliebige auBere ^Forra ^aufweise^ ^SSSXJSl^JSZ 
wesentlichen zylindrische oder auch zumindest in Teilen konische Form. & " e . ^"^i^XzeSS- 
rungsforra dieses GefaBes hat die Form einer Rohre, z, B. e.nes gangigen Zentnfu »^ r ^i;^™S« e 
^enrohrchen haben eine Lange von ca. 25 mm und einen Durchmesser von ca. 8,5 mm. Bevorzugt weist aiese 
tS^^i^S^SSm zugewandten Teil auf. der fur die i^^f^^^^S^ 
ausgestaltet ist. Insbesondere ist das Volumen dieses Raumes so groB. daB die Probe volls andig au f gen°mnien 
werden kann. An der Eintrittsoffnung konnen zusatzlich Bauelemente vorgesehen ^ i * e .J^«™* , J™ 
Eintrittsoffnung durch einen Deckel ermoglichen. Solche Konstruktionen smd z.B. aus Eppendorf-Hutchen 

be D a asMaterial zur Bindung der Nukleinsauren befindet sich bevorzugt in dem B^S^^gf^ 
in der Nahe der Austrittsoffnung befindet Dies bedeutet daB der Raura, ^^J^S^SSSS!v^ 
Material und der Austrittsoffnung befindet bevorzugt kle.ngehaiten wird ^^^.^^^Si von 
Flussigkeitstropfchen und somit die KLontaminationsgefahr genng zu halten. Das Material zur ^ Bindung ^von 
NuSefSurenUt in der Vorrichtung fixiert In Richtung auf die Eintr,t«6ffnung zu ist b« ^ 
Zerstorung der Vorrichtung zu entfemende Haltevornchtung vorgesehen^ S.e « b ^S da*Sn S 
Material wie das GefaB. In dieser Ausfuhrungsform ist die Vornchtung besondere vo«etihaf^^ d^n das 
erfindungsgeraaBe GefaB inklusive Haltevorrichtung im SpntzguBverfahren herstellbar ist Bevorzugt ragt die 
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Haltevorrichtang von der Innenwand des GefaBes in Randl 
offnung abgeschragt. Diese Anroraerungen "^^J^^Sto^ aie Emtrittsdffnung gewahrieistet, 
sprung in den Innenraum gelost werden . Die JWW » ~ wese nt«cher Nachteil der bekannten GefaBe 
daB sich in dem Innenraum nur «™P^^^^ e n %^S und to Fall. daB ein Ring nicht perfekt an der 
hat sich namiich erwiesen, daB in rechten oder sp itzen s £ ™** ,n ; zurii ckgehalten werden, und somit dte 
Innenwand des GefaBes anliegt, Fluss.gken «^ ^ d ^^'^f5S , 5eriiellung dieses GefaBes ein relativ 
Effizienz der Waschschritte vernngert ^^^^^T^mn Durch die Vorsehung der Haltevor- 
kritischer Verfahrensschritt, f^^^^S^SS^SZ bei der Wahl der Haltevorrichtungen 
nchtungschonbeiderHerstellungdesGe^ 

flexibler und kann daher das Auf «nandenrrffen von Ba"t«ien i p regelmaBig oder unregelma- 

Die Haltevorrichtungen konnenjedochau^ « Nukleinsauren sind be- 

Big auf vergleichbarer Hdhe angeordnete Vorsprunge ^"enaliwi jur s ^ ^ 

kannt Besonders bevomigt als Material "^2^^551232* in die Form der Innenwand der 
besonders bevomigt in Form ernes ^' e " s «™«« e ^.^Se daB sichwahrend der Benutzung des Materi- 
erfindungsgemaBen Vorrichtung emgepaBt ^^^^Z^aBm Form ergibt AuBerdem sind 

^SStSSSSS^^ "~ sich ™ ese mh einer Dlchte von 

vollflachig durch eine flussigkeitsdurchlassige porose Matrix abgeAua * Materialmen, 
ds StQtzvlies bezeichnet Eine seiche Komponenten binden 

die gegenuber den Komponenten der "«^S^SliSg?n\Sch hferbei Polyester oder Polypropylen 
oder solche, die Nukleinsaure btnden. ^ s Des ° n ™f^ J^^^^^^g praktisch vollstandig (d. h. zu mehr 

erwiesen. Diese Matrix trennt das ™" e "> s ^ Material direkt 

als90%)gegendie AustrittsSffnung ab. so ^ a j5^^gS rSml Zunachst dient sie zum Zuriickhalten 
in die Austrittsoffnung fUeBen kann. Diese ^SSSSSSS^^^h (Ausbeuteverbesserung). DarOber 
eventuell nicht fest verankerter Fasern des (Sm zunachst so breit zu halten, daB das 

hinaus gibt diese Matrix die Mdglichke* Je —o ^^^SS!SS^d anschlieBend die Austritts- 
nukleinsaurebindende Material dure l s« e .n ida \f efa J e n XS urebindende Material aus einer partikularen 30 
offnung verengt werden kann. Fur den Fall, < da a das n ""SP . offaung durch e ine flussigkeitsdurchlassige 
Matrix besteht, ist dieses Material auch m ^^J^^^^^&^m^nznymac^ 
porose Matrix abgestiitzt. um ^J^^^SSSmSl^^ Austrittsoffnung nach Einbringen des 
Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist dadurch ^/^^S^™^ beV orzugt so weit verengt, daB das 
nukleinsaurebindenden Materials J^^St aus^er AusUtsbffnung entweichen kann. Je 

nukleinsaurebindende Material bzw. die ^tzende Matnx i n«±t aus «taw^ Bevorzugt ist die Veren- 
fester das Material bzw. die Matrix ist, desto weniger stark i ™" die ^ n en erstreckt, so daB beispielsweise bei 
gung ein Rand, welcher sich von der Rohrchenwand . «™^ufend nach -^JJ^Sehen 0.75 und 1,5 mm von 
ffaem Rohrchendurchmesser von 8 mm der Rand "^^GriSte Hineinragens wird durch das Festhal- 

ie^M^^ ^ ^ m6gUChSt V ° ,1Stand,ge 

Nukleinsiiuren aus einer flussigen Probe ^^^^^^^EMOhrtnls Materials durch die 
diesenOffnungengelegenen Material zur B^^^'L^^SeHB befestigten Haltevorrichtung und 
Austrittsoffnung in Richtung auf die Emtnttsoffnung b «ne ^rorrichtung und der Verengungsstelle 
Verengung der Austrittsoffnung. so daB ^^^^^SSSS^-z.^*b«n^^^ 

i«v^^^^ - d im Hinbuck auf die F,5deruns des 

Materials besonders sicher. . .nritziniBfahieen Material hergestellt, z. B. Polyethylen, 

Ebenf alls Gegenstand der Erf fading tat (be ^^SSSL^^XSZ einer flussigen Probe durch 

da?Ma7eriafundAufhebungderB^ 

In einem typischen Verf ahren wird die .^«^KffiSl Material veranlaBt Dies kann 
keit in das GefaB eingebracht Danach w.rd der Durchtntt de Prone ou ^ ^ Austrittsoff . 

Komponenten aus dem Material entfernt werden. Nllk ,. ina . uren H U rch einen Niedrigsalzpuffer von der 

A ^^is..tab eS ond«»g«ei g ne,« S erf m da n8 sgemili«Grf S CimQ»= n cMt,g«z e ip. 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



DE 195 12 369 Al " 

Das sezeiete ertindungsgemaBe GefaB besteht aus einem im wesentlichen zylindrischen TeiM, der an einem 
En2 eSS?5^SSSS2?2 aufweist. die mi, einem Deckel 3 verschiossen ^^J**Z*™fi£& 
Austrittsoffnung 4 findet man die Haltevorrichtungen 5, deren Abschragungen 6 klar erkennt ich sma U.e 
SvoSungen *£ in der bevorzugten Ausfuhrungsform ein umlaufender Rand aus demse^en Matenal 
- wie der zvlindrische Korper 1. An die Haltevorrichtungen schlieBt sich das nuklemsaurebindende Material 7 an 
' Gegenttber der SttsSfnung 4 ist das Material durch ein Stutzvlies 8 abgegrenzt Das Stutzvlies wird durch 
denRand9innerhalbdesGefaBesfestgehalten. . 
In Fig. 2 ist ein Rohrchen vor BestOckung mit demn^^^ 

In Fig. 3A und 3B ist die Bestuckung des Rohrchens mu dem nukleinsaurebindenen Material 7 und einem 

lo Stutzvlies 8 gezeigt 

In Fib. 4 ist das fertige erfindungsgemaBe Rohrchen gezeigt 

In Fig. 5 ist ein Rohrchen gezeigt, dessen Bdrdelkante Schlitze aufweist, (Langsschmtt, MaBe in mm). 
In Fib. 6 ist das Rdhrchen von Fig. 5 von unten gezeigt. 

In Fig. 7 ist das Rohrchen von Fig. 5 analog Fig. 3A im Zustand vor Umbordelung des Rands gezeigt Die 
15 Schlitze sind gestrichelt gezeichnet 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlautert: 

Beispiel 1 

20 HerstellungeineserfindungsgemaBenZentrifugationsrohrchens 

Im SpritzguBverfahren wird der Grundkorper t eines in Fig. 2 im Langsschnitt darge s tell » e "^ n r ^auons- 
rohrchens, welches eine Lange von ca. 25 mm und einen Durchmesser yon c^ 85 mm h ^^^°^^ 
1060 natur hergestellt In der SpritzguBmaschine werden je em Glasfaservlies <WF 264 R Whatman ^achenge- 
25 wicht 60 g/m 2 ) 7 und ein Stutzvlies 8 zugefiihrt und ausgestanzt Je nach gewunschter Bindekapazitat werden 
25 mehrere Glasiliese 7 eingesetzt z. B. 7 Stack. Die ausgestanzten Vliese werden in das Z^**™ 

wie in Fig. 3A und 3B dargestellt von der Seite der Austrittsoffnung eingebracht Danach wird die Austnttsoff- 
nung 4 d*rch Umformen des noch etwa 60°C warmen Kunststoffs mit einem Stempel soweit verengt daB die 
beiden Vliese wie in Fig. 4 dargestellt f est f ixiert sind. 

Beispiel 2 

Isolierung von Plasmid DN A aus E. coli Kulturen 

Anzucht von E. coli x P UC19: 25 ml LB-Medium+Ampicillin (150^g/ml) wurden ™t einer ^^tolode 
angeimpft und iiber Nacht bei 37°C unter Schutteln bebrutet Die ODsoo-Messung ergab einen Wert von 2,0 
(entspricht ca. 2 x 10 9 Zellen/ml). Es wurden verschiedene E coli Stamme verwendet 
V Isolierung der Plasmid DNA: 15 ml der Bakterienkultur werden in em j*P en d° rf ;Re akt ^ 
und fur ca. 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit in ejner Eppendorf-T^schzen^.^e Typ 54, f5^ e " D ™X 
giert Der Oberstand wird abgenommen, das Sediment wird in 250 U l Puffer I (50 mM -J™*™* 10 mM 1 EDTA 
lOOmg/ml RNase A, pH 8.0) vollstandig resuspendiert und vorsichtig nut 250 pi Puffer II (0,2 M NaOH 1% 
Natrium-dodecylsulfat) versetzt Die Zellen lysieren vollstandig und ergeben erne klare Lx>sung. 1 Der Ansat : wird 
mit 350 ul Puffer III M Guanidinium-HCI. 0.65 M K-Acetat pH 4,15) gem.scht und fur ca. 3 1 mm aufl E,s 
inkubiert Es bildet sich ein weiBes Prazipitat das durch Zentnfugat.on sediment.ert w.r4 em ^tertube wird in 
ein AuffanggefaB gesteckt und der Oberstand wird auf das Filtertube aufgetragen. Durch kurze Zen£ f »|^°" 
wird die Flussigkeit durch das Glasvlies transferiert Der Durchlauf wird verworfen und es werden 500 £ 
Waschpuffer I (5 M Guanidinium-HCI. 20 mM Tris, 37% Ethanol pH 6.65) aufgetragen und »»^«^ 
Verwendung von Waschpuffer I ist optional fur besonders nuclease-reiche E. coli Stamme. AnschheBend werden 
Waschpuffer II (20mM NaCl. 2 mM Tris. 80% Ethanol, pH 75) auf das < Filtertube aufgetragen und wie vor 
zentrifugiert Das Filtertube wird nun in ein neues Eppendorf ReaktionsgefaB uberfuhrt und die Plasmid DNA in 
100mlTE(10mMTris-HCI.0,lmMEDTA,pH85)eluiert. 
Tabelle 1 gibt die Ausbeute und Reinheit der Isolierten Plasmid DNA wieder: 
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Tabelle 



Ausbeute und Reinheii von isolierter Plasmid DNA aus verschiecenen E coli Stammen 



Stamm 


W*crhniifFer I 


Waschpuffer n 


Ausbeute faRl 


ODWOD^sn 


XL 1 blue 


i a 


ia 


8,9 


1,8 


XL 1 blue 


' nein 


ia 


9.4 


1,82 


DH5a 


i a — 


ia 


4.2 


1,52 


DH5a 


nein 


ia 


4,2 


1,62 


HB101 


ia 


ia 


4.7 


1,7 


HB101 




ja 


5,8 


1,77 



10 



15 



20 



Beispiel 3 



Reinigung von Reaktionsprodukten der Polymerase KLetten Reaktion (PCR) 

Abtrennverhalten des Filtertubes: 10 ^^S'^^^^S^^ iSffm 
langen [bp]: 1 1 14, 900, 692, 501, 489. 404, 320 242, 5 M Guanidi " 

Rinderserumalbumin (20 mg/ml iversetzt Zu *«"""*™g™£ «SSRi«**t Die Losung 

saure wird mrt 50 ul TE eluiert. m,.mrflfi,ni. Her Abtrennune des Modellproteins RSA und kleiner 

Gelelektrophorese und S.lberf arbung: Zur pb e J?™™8 « ^J£SpK«wwb (Pharmacia) durchgeffihrt. 
DNA Frag^ente wird eine PolyacryJamid^ 

soti^^^^ 

^StESffitaSfSS S»«« Development Unit (Pharmacia) durch SHberfarbung 
detektiert • F dem Eluat sind entsprechend der Kontrolle Langenstandard 

worden. AuBerdem ist keine Proteinbande entsprechend der RSA Kontrollspur sichtbar. 

Phast Gel Separation Programm 
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1) Vorlauf 400 V 10 mA 2,5 W 15°C 100 Vh 

2) Auftrag 400 V 1mA 2,5 W 15°C 5 Vh 

3) Trennung 400 V 10 mA 2,5 W 15»C 45 Vh 
Gele nach Auftrennung fur 5 Minuten in 25% Trichloressigsaure-Losung inkubieren. 
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PhastGel Development Programm 



1) 


Glutaraldehyd, 5 % 


5 


Minutert 


50°C 


2) 


HjO 


2 


MInuten 


50°C 


3) 


HjO 


2 


Minutea 


50°C 


4) 


AgN0 3 , 0,4 % 


10 


Minuten 


40°C 


5) 




0,5 


Minuten 


30°C 


6) 




2,5 


Minuten 


30°C 


7) 


NaHC0 3 / Fonnaldehyd 


0,5 


Minuten 


30°C 


8) 


NaHC0 3 / Formaldehyd 


,4 


Minuten 


"30°C 


9) 


Ethanol, 10 % /EssigsSure, 5 % 


2 


Minuten 


50°C 


10) 


Glycerin, 5 % /Essigsaure, 10 % 


3 


Minuten 


50°C 



Reinigung von PCR Reaktionsprodukten: DNA des Phagen Lambda wird als Matrize fur die Herstellung von 
PCR Produkten folgender Lange verwendet: 500 bp, 750 bp, 1500 bp, 3000 bp. Folgende PCR-Ansatze werden 
zusammen pipettiert, gemischt und in einem Thermocycler Perkin- Elmer Typ 9600 inkubiert. 



LSnge PCR Produkt [bp] 


500 


750 


1500 


3000 


H 2 0 


372,5 ul 


372,5 ul 


372,5 ul 


372,5 ul 


dNTP [10 mM] 


40 ul 


40 ul 


40 ul 


40 ul 


X-DNA[lng/ul] 


25 ul 


25 ul 


25 ul 


25 ul 


10 xReaktionspuffer 


50 ul 


50 ul 


50 ul 


50 ul 


Primer 1 


5ul 


5ul 


5ul 


5ul 


Primer 2 


5ul 








Primer 3 




5ul 






Primer 5 






5ul 




Primer 7 








5ul 


Primer 10 










Taq-Polymerase [U] 


2,5 


2,5 


2,5 


2,5 



Alle Reagenzien aus Boehringer Mannheim PCR Core Kit (Kat No. i 578 553) 
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Thermocycier-Programm riir 500, 750 und 1500 bp: 
2Min 94°C 
10 Cyclen: 
10 Sek 94°C 
30 Sek. 55°C 

1 Mm 72°C 
20 Cyclen: 
10 Sek. 94°C 
30 Sek 55°C 

IMin 72°C + 20 Sek/Zyklus 



3000 bp: 




2Min 


94°C 


10 Cyclen: 




10 Sek 


94°C 


30 Sek 


55°C 


5Min 


72°C 


20 Cyclen: 




1 A Qolr 


94°C 


30 Sek. 


55°C 


5MIh 


72°C 




-r 20 Sek/Zyklus 


7Min 


72°C 
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20 



7 Mn 72°C 

Die PCR-Produkte warden wie obea beschrieben gereinigt und im Phastgeisystem analysier, ParaHel wurde ^ 

worSenEs konnten zwischen 1,4 und 4 ug PCR Produkt isoUert werden 

KlonierungvonPCR-Produkten ^ 

PUCIQ17 (3632 bp. Boehringer Mannheim) wurde mitdem Restriktionsenzym Drall linearisiert und in folgen- 
dem PCR-Ansatz amplifiziert: 

PCRAnsafe PCRPro ^mm fPB 9600): 

pUCIQ17 10ng ^Cyclen: 

Primerl 2 10 Sek. 94 C 

Primer2 2 nM 30 Sek S7C 

lOxPuffer 50ul 4Min 72 ° 

dNTP 0,2 mM 

Taq Polymerase 2,5 U 

H 2 0 ad500ul 

Alle Reagenzien aus Boehringer ^ h ^^^ ben ein 3493 bp PC R-Produkt. Sie enthaiten eine 

i m Ansch.ua an die PCR-Reaktion wurde das 
gereinigt Zum Vergleich wurde eine Reimgung durch PraziP'tatio" ten {iir die nachfolgende 
leflihrt [Barnes W. M. (1992) Gene 112, 29} ^^.^^^ und Uber ein 

Religations-Reaktion entfernt. Beide Proben werden rmt dem f*™£™*™^ tn . g Di e hier verwendeten 
Agarosegel aufgetrennt. Die DNA Fragmente werden aus ^^^^^l ^ K & Man \ A vs. T. ^969) 
Methoden sind Standardverfahren und etwa besch ™^^^^^Spring Harbor. New York 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd ^°^"^?™^2oii Kit (Boehringer Mannheim. Kat. 

Die Proben (max. 30 ng) werden unter Verwendung des Rap dDNA ugauonwtl S ^ 

Nr. 1 635 379) nach Kit Vorschrift rel.g.ert und in ^"P^Xr^St I bei 37»C inkubiert. Am nachsten Tag 
werden auf TN Ap 100 X-Gai Platten ausg estr'chen und uber Nacht be, 
werden die Kolonien ausgezahlt, das Ergebms 1st in Tabelle 2 dargestellt 
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Reinigung 


Filtertube 


PEG 


Zahl der Kolonien 


2212 


2832 



Die Anzahl der Kolonien ist bei Reinigung uber Filtertube in der gleichen GroBenordnung wie bei Reinigung 
uber PEG. Die wesentlich einfachere Filtertube Methode liefert daher eine ahnlich saubere NukJeinsaure wie die 
wesentlich zeitaufwendigere PEG-Methode. 

Beispiel 4 

Ausfuhrungsform mit geschlitztem Bordelrand and kleinerer Austrittsoffnung 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Zentrifugationsrohrchens ist die Austrittsoffnung 
wie in Fig. 5 dargestellt starker verengt In dieser Ausfuhrungsform ist der Bordelrand der AusiaBoffnung (wie in 
Fig. 6 dargestellt) geschlitzt Mit dieser Anordnung ist es moglich, besonders hochviskose Losungen zu zentrifu- 
gieren, ohne daB eine groBere Menge an Restflussigkeit im Device nach der Zentrifugation zuriickbleibt 

Beispiel 5 

Durch die gewahlte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Zentrif ugationsdevice in Beispiel 1 und Bei- 
spiel 4, wird vermieden, daB nach der Zentrifugation Flussigkeit in toten Winkeln des Device zuriickbleibt Nicht 
vollstandige Zentrifugation fuhrt zu Ausbeuteverlusten, und zu geringerer Reinheit der isolierten Nukleinsaure. 

Restflussigkeit nach Einfullen von 500 jxl Wasser und anschlieBende Zentrifugation fur 2 Minuten bei 6000 x g 















MW. 


Zentrifngatinnsrohrohen gem. 
Beispiel 1 


l,7mg 


l,6mg 


l,6mg 


l»4mg 


l,8mg 


l,6mg 


QIA Quick Device 


9,5mg 


9,9mg 


9,9mg 


lO^mg 


lO^mg 


10,0ms 


Zentrifugatiansrohrchexi gem. 
Beispiel 4 


l,7ing 


2,0mg 


l^mg 


2,3mg 


2,lmg 


l,9mg 



MW: Mittelwert 



Es wird klar, daB die erfindungsgemaBen Rohrchen erheblich weniger Restflussigkeit zuruckhalten. Dies ist 
wohl insbesondere auf die Abschragung an der Haltevorrichtung zuriickzufuhren. 

Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Isolierung von NukJeinsauren aus einer fliissigen Probe mit einer Eintritts- und einer 
Austrittsoffnung und einem zwischen diesen Offnungen gelegenen Material zur Bindung der Nukleinsau- 
ren, dadurch gekennzeichnet daB die Austrittsoffnung nach Einbringen des Materials verengt wurde. 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Material in Richtung der Eintrittsoff- 
nung durch eine nicht ohne Zerstorung der Vorrichtung zu entfemende Haltevorrichtung festgehalten ist 

3. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Haltevorrichtung einstuckig aus dem- 
seiben Material wie die Vorrichtung besteht 

4. Vorrichtung gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Haltevorrichtung von Innenwand des 
GefaBes in den Innenraum hineinragt und in Richtung auf die Eintrittsoff nung abgeschragt ist 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB das Material gegen die Austrittsoffnung 
hin vollflachig durch eine flussigkeitsdurchlassige porose Matrix abgestutzt ist 

6. Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer flussigen Probe 
mit einer Eintritts- und einer Austrittsoffnung und einem zwischen diesen Offnungen gelegenen Material 
zur Bindung der Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet daB es folgende Schritte enthalt: 

— Einfuhren des Materials durch die Austrittsoffnung in Richtung auf die Eintrittsoffnung bis zu einer 
im Innenraum der Vorrichtung befestigten Haltevorrichtung und 

— Verengung der Austrittsoffnung, so daB das Material zwischen Haltevorrichtung und der Veren- 
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7 vSSSS-^cadurch gekennzeichne, caO die Verengung cier Au,tritts6ffnung durch 

- Durchtrittder Probe durch das Material und . , 

- Aufhebung der Bindung der Nu kleinsauren an das Material. 

Hierzu4Seite(n)Zeichnungen JQ 
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